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INTRODUCAO

A linfopenia selectiva de subpopulagdes de
linfocitos esta habitualmente associada a infecgoes
por varios agentes infecciosas, dos quais se
destacam virus da imunodeficiéncia humana (VIH),
human T-cell leukemia virus (HTLV), virus da
hepatite C (HCV), virus da hepatite B (HBV), virus
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de Epstein-Barr (EBV), o Mycobacterium tuber-
culosis e fungos'. Pode associar-se ainda a
patologias neoplasicas, auto-imunes e a tratamento
com farmacos imunossupressores, em particular
corticosterdides.

O seu significado clinico permanece duvidoso,
embora a redug@o da subpopulagao de linfocitos T
CD4" possam conduzir a estados de imunossu-
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pressdo grave que propiciam o aparecimento de
infecgdes oportunistas. As anomalias mais selectivas
podem igualmente relacionar-se com as infec¢des
ou estados inflamatorios mencionados, ou ocorrer
sob formas idiopaticas’.

Os autores verificam que a linfopenia absoluta ¢
frequente nos doentes internados e sujeitos a venti-
lacdo mecanica por exacerbagdes de insuficiéncia
respiratoria cronica numa unidade de cuidados
intensivos polivalentes (UCIP).

O presente estudo teve como objectivo deter-
minar a prevaléncia de linfopenia em doentes
submetidos a ventilagdo mecanica por exacerbacao
de insuficiéncia respiratoria cronica na UCIP,
identificar uma possivel etiologia da linfopenia
(secundaria a terapéutica com corticoides ou a
infecgdes concomitantes), verificar se existe asso-
ciacdo entre a linfopenia e a gravidade (funcional)
da doenca e se pode constituir um marcador de
progndstico.

MATERIAL E METODOS

Foram seleccionados doentes internados numa
unidade de cuidados intensivos durante um periodo
de 6 meses, admitidos por agudizagdo de insufi-
ciéncia respiratoria cronica. A presenga de doenca
pulmonar crénica foi avaliada pela historia clinica e
pelas caracteristicas da gasimetria (Pa CO, > 50
mmHg ou HCO, superior a 30 mEq/L). Consi-
derou-se descompensagao a presenga de acidemia
de causa respiratoria com pH < 7,25. Foram
excluidos os doentes com diagndstico prévio de
doencas imunossupressoras (doencas auto-imunes
de acordo com serologias para os auto-anticorpos,
infecgdo pelos virus da imunodeficiéncia humana —
VIH 1 e 2 e pelos virus das hepatites virais B e C,
doenga neoplasica conhecida na altura do estudo,
submetidos a terapéuticas com imunossupressores,
excepto corticoterapia, ¢ todos os doentes com
evidéncia de infec¢do na admissao, considerando-
-se para o efeito imagens de condensacao na
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radiografia do tdérax, presenga de febre ou
leucocitose superior a 10 000 células por cc®. A
linfopenia grave foi definida como uma contagem
de linfocitos inferior a 900 linfocitos por centimetro
cubico.

De um total de 32 doentes, foi possivel incluir
no estudo 24, sendo dos restantes 5 excluidos por
nao cumprimento do protocolo de estudo e 3 por
presenca de pneumonia.

Para a caracterizagao da amostra, avaliou-se a
gravidade clinica dos doentes internados utilizando
o score APACHE 11, determinou-se a repercussao
funcional da doenga-base através de parametros
gasimetricos (PaCO,, Pa0O,, e HCO, na admissdo
e no fim do internamento), a duragdo do suporte
ventilatorio e do internamento, bem como o
resultado final (falecidos ou transferidos). Todos os
doentes estudados foram ventilados invasivamente
em modalidades controladas por volume, sendo o
desmame progressivo efectuado com recurso a
modalidades ventilatorias assistidas, em que o
PEEP maximo encontrado foi de 4 cmH,O. O to-
tal de doentes foi separado em dois grupos: grupo
A, constituido por doentes com linfopenia na
avaliagdo inicial, e grupo B, constituido por doentes
sem linfopenia. A caracterizagdo dos doentes
estudados pode ser consultada no Quadro 1.

O protocolo de estudo analitico foi realizado no
primeiro dia e no Ultimo dias de internamento na
UCI e a cada 7 dias de internamento, caso este se
prolongasse. Seis meses apds a alta e por um
periodo de 6 meses (6 a 12 meses apds a alta dos
doentes), foram convocados os doentes inicial-
mente envolvidos para repeticdo de protocolo
analitico. Este consistiu na determinagao do valor
absoluto de linfocitos e das populacdes linfocitarias
T, B, natural killer (NK) e subpopulagdes
linfocitarias CD4 e CDS8, cortisol, proteina C
reactiva (PCR). No primeiro dia foi ainda realizado
o teste intradémico de tuberculina (teste de Man-
toux), determinadas serologias para hepatites viricas
(B e C), VIH1 e VIH2, citomegalovirus, virus
Epstein Barr e virus Herpes simplex 1 e 2.
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QUADROI
Dados gerais dos doentes estudados, separados por grupos de doentes com e sem linfopenia.

Os valores de PaO, e PaCO, sdo os da ultima avaliagdo no internamento

TOTAL DE GRUPO A GRUPO B
DOENTES DOENTES COM  DOENTES SEM P
LINFOPENIA LINFOPENIA
LINFOCITOS (células/mm®), 756 /430 557,1/199 1401/ 346 -
média e dp

IDADE (anos), média e dp 70 /28 68 /10 72/16 -
SEXO (M/F), n 22/4 18/1 4/3 -
DURACAO DO 12,9 /13,9 11,4/14,3 12,9 /13,9 > 0,05
INTERNAMENTO
(dias), média e dp
TEMPO MEDIO DE 11,1/12,5 10,4 /13,6 6,35/4,4 > 0,05
VENTILACAO
(dias), média e dp
APACHE 11, média e dp 19,7/ 7,5 19,5/ 6,6 18/10,3 > 0,05
PaO, (mmHg), média e dp 73,7/10,3 75,75/ 11 68,61/13 >0,05
PaCO, (mmHg), média e dp 53,9/12,8 552/12 49,7/15,5 > 0,05
HCO;5™ (mEq/L), média e dp 34,38 /5,7 34,9/6,2 33,6/4,5 > 0,05
PCR (mg/dl), média e dp 4,5/5,8 4,3/55 5/10,3 > 0,05
CORTISOL (ug/dl), média e dp 23,2/174 23,2/16,8 23,3/21 > 0,05
CORTICOTERAPIA 20 14 6 >0,5
(n° de doentes), n
OBITOS, n 1 1 0

dp, desvio padrdo; mm’, milimetros ciibicos; mmHg, milimetros de merctrio; mEq/l, miliequivalentes por litro; mg/dl, miligramas por

decilitro; pg/dl, microgramas por decilitro.

A imunofenotipagem das populagoes ¢
subpopulagdes linfocitarias foi efectuada por
citometria de fluxo em citometro EPICS XL-
-MCL(Beckman/Coulter, Izasa-Portugal). Apos
incubagdo com anticorpos monoclonais fluores-

376 Vol. X N.°5

ceinados, as amostras lisadas foram lidas no
citometro, tendo sido adquiridas 5000 células no
gate dos linfécitos. Os anticorpos monoclo-
nais utilizados foram CDS8FITC/CD4RPE/
/CD3RPECy5, CD19RPECyS, CD16RPE
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(DAKO, Labometer-Portugal), NKHIRDI,
TetraChrome CD45/CD3/CD4/CD8 e CD45/
/CD8CD!)/CD56 (Beckman/Coulter, Izasa-Portugal).

Os niveis séricos do cortisol e da proteina C-
-reactiva (CRP) foram efectuados por nefelometria
(nefelémetro- BNII-Dade Behering). O teste de
Mantoux foi efectuado através da injec¢ao
intradérmica de 2 U de PPD (PPD RT 23 SSI,
fabricado por Statens Serum Institute, Dinamarca)
e a leitura realizada as 48 horas, considerando-se
prova positiva se a zona de indurag@o ultrapassasse
0s Smm.

A anélise dos doentes incluidos no estudo foi
realizada de acordo com a separacao dos doentes
nos grupos ja referidos. Foi avaliada a existéncia
de relagdo entre os seguintes parametros: linfopenia
e a presenca de insuficiéncia supra-renal (definida
por um cortisol sérico inferior a 25 mcg/dL), entre
a linfopenia e a terapéutica com corticoides (sis-
témicos e inalados), entre a presenca de linfopenia
e a gravidade clinica (aferida pelo indice de
APACHE II superior ou inferior a 20, pela retengao
de CO, na gasimetria arterial superior ou inferior a
50 mmHg, niveis séricos de bicarbonatos superiores
ou inferiores a 30 mEq/1 e necessidade de suporte
ventilatorio). A relagdo entre a linfopenia e o
prognostico foi estabelecida em relag@o aos obitos
ocorridos e aos dias de internamento

Foi ainda avaliada a redug¢ao do ntimero absoluto
e relativo das subpopulagdes de linfocitos (CD3,
CD4, CD8 e CD19) em cada um dos grupos de
estudo.

Nos doentes em que foi possivel a repeti¢ao de
analises, foi registada a evolugdo da contagem dos
linfécitos totais e respectivas subpopulagdes
(diminuig¢ao, aumento ou mesmo normaliza¢ao da
contagem).

Utilizou-se um método estatistico ndo para-
métrico (teste de Wilcoxon) para analise dos
parametros referidos, com excepg¢do da cortico-
terapia onde se utilizou o método de qui-quadrado
(X ?), considerando-se significativo do ponto de
vista clinico um valor de p<0,05.
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RESULTADOS

A média global dos linfocitos foi apenas de 756
células/mm? (Quadro II), tendo-se constatado que
dos vinte e quatro doentes incluidos no estudo
dezoito apresentavam linfopenia. Destes, dezasseis
fizeram um segundo doseamento de linfocitos e
populagdes linfocitarias e sete fizeram trés dosea-
mentos. Houve uma elevacgio do valor absoluto dos
linfocitos na maioria dos doentes, sendo a média
dos linfécitos no terceiro doseamento de 951,75
céls/mm? (Fig. 1).

Nos doentes com linfopenia na admissao (grupo
A) verificou-se uma depleg¢do de todas as
populagdes linfocitarias com valores percentuais
inferiores ao normal, sendo maior a diminui¢ao nos
linfocitos CD19+. Analisando as restantes
populagdes linfocitarias, um ter¢co dos doentes
apresentaram valores inferiores ao limite inferior do
normal no primeiro doseamento, tendo ocorrido
uma recuperagao no 2.° e 3.° doseamento (Fig. 2).

Nos doentes sem linfopenia na admissao (grupo
B), verificou-se predominantemente uma redugao
de linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+, poupando as
células NK e linfécitos CD19+ (Fig. 3). Houve
igualmente uma recuperacao das populagdes ao
longo do internamento, com a maioria dos doentes

QUADROII
Determinacgdo dos linfocitos e
populagdes linfocitarias na admissao

Média e dp
Linfocitos (cels/mm®) 756 +/- 430
LT CD3+ (%) 63 % +/- 18
LT CD4+ (%) 42 % +/- 14
LT CD8+ (%) 23 % +/-11
indice CD4/CD8 2,5% +/-2,5
LT CD19+ (%) 9,8% +/-62
NK (%) 15% +/-11
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Fig. 1 — Evolugdo da contagem de linfécitos ao longo do
internamento. Cada coluna corresponde a um dosea-
mento; os valores sdo médios e em células por centi-
metro cubico.
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Fig. 2 — Evolugdo da mediana das populagdes linfocitarias ao
longo do internamento nos doentes com linfopenia
em percentagem relativa ao total de linfocitos (valores
normais: LT CD3" de 64% a 79%, LT CD4" de 39%
a 53%, LT CD8" de 21% a 30%, LT CD19" de 9% a

18%, NK de 6% a 19%).
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Fig. 3 — Evolucdo da mediana das populagdes linfocitarias ao
longo do internamento nos doentes sem linfopenia.
Valores em percentagem relativa ao total de linfocitos
(valores normais: LT CD3" de 64% a 79%, LT CD4"*
de 39% a53%, LT CD8" de 21% a 30%, LT CD19" de

9% a 18%, NK de 6% a 19%).
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a normalizagdo os valores ao 3.° doseamento
excepto nos linfocitos CD8+.

Comparando a gravidade clinica de acordo com
os critérios previamente definidos, no grupo de
doentes com linfopenia (grupo A) verificou-se que
o score de APACHE II ¢ mais elevado, registou-
-se uma retengdo de CO, mais acentuada e um nivel
de bicarbonato sérico mais elevado. O tempo de
ventilagdo mecanica foi igualmente superior nos
doentes com linfopenia. No entanto, apesar da
maior gravidade clinica, estas varidveis ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa
com o grupo B (p > 0,05), traduzindo-se numa
demora média de internamento sobreponivel
(Quadro I).

A determinacdo do cortisol sérico demonstrou
que 13 doentes apresentavam um valor superior a
25 pg/dl, estando 11 destes doentes a fazer
corticoterapia.

O tratamento com corticdides estava a ser
realizado em 73% dos doentes do grupo A e em
86% dos doentes do grupo B, ndo se registando,
portanto, qualquer associacdo entre o uso de
corticoides (inalados ou sistémicos) e a presenca
de linfopenia (x*=0,58, p>0,5).

A prova da tuberculina foi negativa em todos os
doentes.

Dos 24 doentes inicialmente envolvidos, foi
possivel contactar apenas 10. Destes, 4 tinham
entretanto falecido e a reavaliacdo analitica s6 foi
possivel nos restantes 3.

A evolucao clinica ao fim de 6 meses mostrou a
ocorréncia de um maior niumero de 6bitos no grupo
de doentes com linfopenia, embora a aplica¢ao do
teste estatistico seja problematica devido ao
reduzido niimero de doentes que foi possivel avaliar
nesta altura.

Das serologias para virus responsaveis por
linfopenias foram positivas as serologias para HSV
e EBV respectivamente em 6 e 2 doentes (IgG sem
elevacao do titulo em segunda determinacao).
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DISCUSSAO

O estudo apresentado permitiu identificar uma
percentagem significativa de doentes com linfopenia
entre os admitidos numa UCI por exacerbacao de
insuficiéncia respiratoria cronica. Aquela ndo se
associou ao uso de corticoides e relacionou-se com
uma maior gravidade clinica dos doentes, embora
sem repercussao sobre outros indicadores, tais
como dias de internamento, dias de ventilagao ou
obitos.

Em relagdo as subpopulagdes de linfocitos
existiu uma deplecao generalizada, no entanto, mais
pronunciada dos linfocitos B CD19+ nos doentes
com linfopenia.

A ocorréncia de lifopenia, apesar de afectar mais
selectivamente alguns subtipos celulares, ndo se
associou a presenga de infecgdes oportunistas, pelo
que ndo nos parece possivel classificar esta como
deplecao idiopatica, que ¢ definida pela Organi-
zacao Mundial de Saude como contagem absoluta
de linfocitos T CD4+ <300 em pelo menos duas
determinagdes, uma percentagem de células CD4+
<20% em doentes com infec¢des oportunistas e
seronegativos para VIH?. Esta deplecdo idiopatica
foi reconhecida ha mais de 10 anos, conforme rela-
tos da literatura*’.

Factores a ter em conta na analise da variabi-
lidade da contagem dos linfocitos sdo a variagao
sazonal da contagem absoluta dos linfocitos CD4+
e CD8+, com variagdes que chegam a atingir os
13 % semanalmente, incluindo variagdes signifi-
cativas da contagem das subpopulagdes CD4 e
CD8 e respectiva relagao®’. Contudo, as contagens
médias sdo relativamente estaveis se forem
considerados periodos de 2 ou 5 anos®. De entre
as drogas que podem afectar a contagem de
linfocitos e respectivas subpopulagdes, destacam-
-se 0s anti-retrovirais, as cefalosporinas, os agentes
citostaticos, a nicotina e os esteroides”!’. A tuber-
culose ¢ outra doenga que se relaciona com defeitos
da imunidade celular graves, que podem predispor
a ocorréncia da infec¢do. Contudo, existem na
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literatura relatos suficientes que demonstram que
formas graves desta doenga infecciosa podem estar
associadas a deplegdes transitorias de subpopu-
lagdes de linfocitos, que recuperam apds tratamento
adequado e cura clinica'!!3,

Poucos estudos disponiveis na literarura
estudaram este fendmeno na situagdo especifica
que os autores descrevem, embora ja seja possivel
encontrar relatos de trabalhos recentes, com os
quais se faz de seguida uma analise comparativa de
dados.

Num outro contexto ¢ numa populagao
constituida por doentes em sépsis, os dados
apresentados sao muito semelhantes ao estudo
prospectivo de Hotchhiss et al'*, que encontrou
uma reducdo marcada de células CD4+ e de
linfocitos B em 62 doentes criticos internados em
unidades de cuidados intensivos. Neste estudo
verificou-se a associacdo da deplecao de células
CD4+ e de linfocitos B CD19+ com quadros
sépticos graves e com maior mortalidade. O
mecanismo implicado na linfopenia foi a apoptose
celular que pode resultar da activagdo do receptor
que precede a activagdo da caspase-8 ou da via
mitocondrial que precede a activagdo da caspa-
se-9. No presente estudo, a elevacao dos linfocitos
e em particular a elevagdo das células CD4+
acompanharam a boa evolug¢ao clinica dos doentes.
Numa outra publicacgao recente que incidiu sobre
doentes em sépsis, Le Tulzo et al ndo encontraram
qualquer relagdo entre a depleg¢do de linfocitos
CD4" e a apoptose celular, atribuindo esta quebra
a factores da microcirculagdo, mas com boa
correlagdo com o curso clinico da doenga'”. Estes
achados contrastam claramente com os dados de
Moser et al, que, em doentes sépticos, descrevem
mecanismos de apoptose celular como responsaveis
pela deplegdo deste tipo de células'e.

Contudo, convém recordar que os doentes
envolvidos no estudo apresentado ndo tinham
critérios de infecgdo, em particular respiratoria,
coexistindo o stress do internamento e da ventilagao
mecanica.
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Foi ja identificado um predominio de linfocitos
CDS8" na arvore bronquica de doentes com DPCO,
que contrasta com o predominio de CD4 nos
doentes com asma, o que permite especular sobre
aimunologia especifica associada a estas doengas.
Esta infiltragdo linfocitaria pode persistir mesmo
apo6s a interrupgao dos habitos tabagicos, o que
podera indicar a perpetuagdo de um estado
inflamatorio local. A presenga em numero elevado
de células natural killer, com relagao directa com
a evolucdo clinica da doencga, coloca também a
possibilidade de esta situagdo se relacionar com
um estimulo antigénico de natureza infeciosa e
recorrente'’”. Qualquer destes trabalhos néao
verificou as caracteristicas das populagoes linfo-
citarias no sangue periférico.

Detectamos 2 trabalhos que abordam a
ocorréncia de linfopenia ou deplegao de linfocitos
CD4+ em doentes com patologia pulmonar cronica,
embora com algumas diferencas nos objectivos e
concepgao do estudo.

O primeiro, de Subra e col**, avaliou a incidéncia
de linfopenia em 58 doentes com silicose pulmonar,
descrevendo neles uma contagem baixa de todas
as subpopulagdes de linfoécitos avaliadas (CD4",
CD8", relagao CD4"/CD8" e NK), a par de uma
presencga anormalmente elevada de anticorpos anti-
nucleares.

No segundo, de Matsuyama'e col, avaliaram
de forma prospectiva 108 doentes com critérios
de doenca pulmonar crénica obstrutiva,
encontrando em 15,5 % deles uma contagem de
linfocitos CD4+ inferior a 400 em mais de duas
analises, sendo que em 3 deles identificaram
patologias que podem reduzir o nimero absoluto
de linfocitos CD4+ (neoplasia). Estes autores
associaram a baixa contagem de linfocitos CD4+a
niveis mais baixos de albumina sérica, a uma
repercussdo mais grave da doenga em termos
funcionais avaliada pela gasimetria (os doentes com
CD4'< 400/mm?® apresentavam em média uma
PaO, mais baixa e uma PaCO, mais elevada) € a
uma maior mortalidade.
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Outros estudos abordam de forma mais genérica
a questdo da redugao selectiva dos linfocitos CD4+
e merecem referéncia, visto que a contagem
absoluta de linfocitos referida seja substancialmente
diferente da contagem por nds encontrada. Em
individuos seronegativos para VIH ou hepatites
virais, mas com comportamento de risco
(homossexuais e toxicodependentes), verificaram-
-se contagens absolutas de linfocitos que variaram
entre os 1450 e os 2470. Na descri¢do de casos
de deplecgdo selectiva, idiopatica de linfocitos
CD4+ de O’Brian e col, alinfopenia foi detectada
em 14,5 % de um total de 308 doentes com
hemofilia, detectando 6 doentes com critérios de
deplecdo idiopatica de linfécitos CD4+,
salientando-se que 4 destes apresentavam doenca
hepatica cronica conhecida. Em qualquer destes
estudos, as contagens de linfocitos CD4+ descritas
pelos diversos autores ndo sao tao baixas como as
observadas no presente estudo.

Outras situagdes que podem alterar a relacao
das subpopulagoes de linfocitos sdo a idade, araga,
as variagcdes sazonais € o stress fisico.

LIMITACOES DO ESTUDO

Nos critérios de inclusdo dos doentes nao nos
foi possivel uma melhor caracterizagao da doenga
pulmonar de base, que teria sido definida pela
realizacdo de provas funcionais respiratorias. Este
aspecto deve-se a particularidade da admissao
destes doentes na UCI, com caracter de urgéncia.

Nao foi possivel cumprir com rigor absoluto o
desenho do estudo. Um seguimento mais eficaz teria
elucidado melhor a questdo da persisténcia da
linfopenia e da sua eventual relagdo com um pior
progndstico. Contudo, a maioria dos contactos
posteriores, baseados no registo de moradas dos
doentes, revelaram-se infrutiferos.
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CONCLUSOES

Apesar de o estudo ter detectado e caracte-
rizado a linfopenia em doentes admitidos para
ventilagao mecanica numa UCIP por exacerbacao
de insuficiéncia respiratdria cronica, ndo foi possivel
encontrar a causa da mesma nem a sua associagao
aum pior prognostico. Verificou tratar-se de uma
linfopenia absoluta com comportamento similar das
populagdes linfocitarias, embora mais marcada dos
linfocitos B CD19+. Dos doentes em que foi
possivel fazer a avaliagdo seriada dos valores de
linfopenia, houve uma melhoria desta, embora o
numero de doentes com seguimento mais pro-
longado seja reduzido. A redugdo do niimero de
linfocitos nos doentes estudados ndo se associou a
corticoterapia ou aos niveis séricos de cortisol.
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